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学位論文内容の要旨 
 ビタミン B12補酵素関与グリセロールデヒドラターゼ(GD) は、グリセロールを生理的な基質とし、3-ヒドロキ
シプロピオンアルデヒドへの不可逆的な脱水反応を触媒するが、その反応中に機構依存的に不活性化される。GD
と遺伝子構造、触媒作用、分子量、サブユニット構造が類似しているジオ－ルデヒドラターゼ(DD)も同様にグリ
セロール脱水反応中に不活性化される。DD は、Klebsiella oxytoca の DD 遺伝子のすぐ下流に DD の再活性化因子
遺伝子(ddrA、ddrB)が存在している。Klebsiella pneumoniae の GD 遺伝子のすぐ下流にある ORF(open reading frame)4
と上流の orf2b が ddrA、ddrB と高い相同性を示した。両遺伝子を発現ベクターに組み込んで GD 遺伝子と共発現
させ、GD の再活性化能を調べるとこの両遺伝子が GD の再活性化因子遺伝子(gdrA、gdrB)であると確認された。
また、GD 遺伝子と ddrA、ddrB、逆に DD 遺伝子と gdrA、gdrB を共発現させ、GD および DD が再活性化される
かを調べた。さらに、GD と DD の再活性化因子遺伝子のハイブリッドをつくり GD および DD 遺伝子と共発現
させ、再活性可能を調べた。すると、GDR の方が DDR より GD に特異的で、その大サブユニットが特異性を決
めていると考えられた。次に発現プラスミド pET21a(gdrB・gdrA)を構築し、大腸菌に導入し大量発現させた。組
換え体大腸菌の無細胞抽出液を硫安分画後、ゲルろ過し、推定 GDR を単一に精製した。得られた GDR を用いる
と、in vitro で AdoCbl、ATP および Mg2+存在下、グリセロール失活 GD、GD・CN-Cbl 複合体の(再)活性化が見ら
れた。また、GD・CN-Cbl 複合体に GDR とアデニニルペンチルコバラミン(AdePeCbl)、ATP および Mg2+を加え
ると GD・AdePeCbl 複合体が得られた。これにより GDR はアデニン環をもたないコバラミン(Cbl)を GD からは
ずし結果的にアデニン環をもつ Cbl との交換を行っていると考えられた。ADP 存在下で GDR は、アポ GD と結
合するが、ATP 存在下では結合しなかった。また、GD・CN-Cbl 複合体を ADP 存在下で GDR と保温すると GD
に結合していた CN-Cbl がはずれ、アポ GD と GDR の複合体になった。これらの結果から ATP と Mg2+存在下で
の GDR による再活性化は、ADP 結合型 GDR による Cbl 放出、ATP によるアポ GD と GDR の複合体の解離の 2
段階を含むと考えられる。ATP は、1 段階目で ADP の前駆体、2 段階目では GDR を GD と親和性の低い型に変
える 2 つの役割を果たしていることが示唆された。さらに精製した GD、DD、GDR および DDR を用いて、in vitro
で両再活性化因子の特異性を調べた。DDR は、GD・CN-Cbl 複合体の Cbl を AdePeCbl に交換した。しかし、GDR
は交換しなかった。また、未変性ゲル電気泳動により GD・DDR 複合体の形成を確認できたが、DD・ＧDR 複合
体の形成は確認できなかった。再活性化因子の特異性は、再活性化因子がアポ酵素と複合体を形成する能力によ
って決定されていると考えられた。 
 論文審査結果の要旨 
 
 ビタミン B12補酵素（AdoCb1）関与グリセロールデヒドラターゼ（GD）は，グリセロー
ルを生理的な基質とし，３－ヒドロキシプロピオンアルデヒドへの不可逆的な脱水反応を
触媒するが，その反応中に機構依存的に不活性化される。GD と遺伝子構造，触媒作用，分
子量，サブユニット構造が類似しているジオールデヒドラターゼ（DD）も同様にグリセロ
ール脱水反応中に不活性化される。Klebsiella oxytoca では DD 遺伝子のすぐ下流に DD 再活
性化因子（DDR）の遺伝子（ddrA, ddrB）が存在している。Klebsiella pneumoniae の GD 遺
伝子のすぐ下流にある ORF4 と上流の orf2b がそれぞれ ddrA, ddrB と高い相同性を示した。
両遺伝子を GD 遺伝子と共発現させ，GD の再活性化能を調べることにより，両遺伝子を
GD 再活性化位因子（GDR）の遺伝子（gdrA, gdrB）と同定した。GD 遺伝子と ddrAB，DD
遺伝子と gdrAB を共発現させ，GDR および DDR の特異性を調べた。また，GDR と DDR
のハイブリッドをつくり，再活性化における特異性を調べた。その結果，GDR の方が GD
のみを再活性化すること，およびその大サブユニットが特性を決めていることを示した。
次に，gdrBA を大腸菌で大量発現させ，推定 GDR を単一にまで精製した。得られた GDR
は AdoCb1，ATP および Mg2+存在下で，グリセロールにより失活した GD を再活性化し，ま
た不活性な GD・CN-Cb1 複合体を活性化することが確認された。GDR はアデニン環をもた
ないコバラミンを GD から外してアポ酵素を生成し，その結果，GD を再活性すると考えら
れた。ADP 結合型 GDR は GD に対する高親和性型，ATP 結合型は低親和性型であった。
GD の再活性化は，ADP 結合型 GDR によるコバラミンの放出，ATP による GD・GDR 複合
体の解離，の２段階で起こると結論した。再活性化因子の特異性は，再活性化因子がアポ
酵素と複合体を形成する能力があるかどうかによって決定されていることも明らかにした。 
 以上のように本研究では，ビタミン B12補酵素関与酵素の再活性化に関わる蛋白質に関し
て，重要かつ独創的な新知見が得られている。よって，本論文は博士（工学）の学位に値
するものと認める。
